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 Streszczenie    
Proces aktywacji limfocytów T jest konieczny do pełnienia przez te komórki funkcji obronnych. Warunkiem prawid-
łowej aktywacji jest bezpośredni kontakt limfocyta z komórką prezentującą antygen i przekazanie sygnału aktywacji 
do wnętrza komórki T. Aktywowane limfocyty T wykazują ekspresję molekuł powierzchniowych m.in. CD69, CD25 
i HLA-DR. Skutkiem aktywacji limfocytów jest kaskada zdarzeń molekularnych prowadzących do proliferacji i eks-
pansji klonalnej specyficznych antygenowo limfocytów T. 
Cel pracy: Celem pracy była ocena fenotypu i markerów aktywacji limfocytów T: CD69, CD25 i HLA – DR we krwi 
i tkance nowotworowej pacjentek z rakiem jajnika.
Materiały i metody: Badaniami objęto grupę 26 pacjentek operowanych z powodu zaawansowanego raka jajni-
ka. Wyizolowane z krwi obwodowej i tkanki nowotworowej komórki jednojądrzaste znakowano przeciwciałami mo-
noklonalnymi sprzężonymi z odpowiednimi fluorochromami, a następnie analizowano w cytometrze przepływowym 
FACS Canto. 
Wyniki: Odsetek limfocytów wykazujących ekspresję CD69 był istotnie wyższy wśród limfocytów infiltrujących 
guz w porównaniu z limfocytami krwi obwodowej. Odsetki limfocytów CD3+CD4+ i CD3+CD8+ były wyższe w 
przypadku limfocytów izolowanych z tkanki nowotworowej w porównaniu z krwią. Ekspresja CD25 była wyższa w 
przypadku limfocytów krwi obwodowej. Ekspresja HLA-DR była istotnie wyższa w przypadku limfocytów izolowa-
nych z tkanki guza w porównaniu z krwią obwodową. 
Wnioski: Infiltrujące tkankę nowotworową jajnika limfocyty T są komórkami aktywowanymi. Stan aktywacji limfocy-
tów T może być wynikiem bezpośredniego kontaktu tych komórek z antygenami nowotworowymi. Niska ekspresja 
CD25 może sugerować zaburzenia klonalnej ekspansji antygenowo-specyficznych limfocytów.
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Wstęp
Rak	jajnika	jest	jednym	z	najtrudniejszych	problemów	diag-
nostycznych	 i	 terapeutycznych	 w	 ginekologii	 onkologicznej.	
Patomechanizm	 tego	 schorzenia	 pozostaje	 niewyjaśniony	 [1].	








Przypuszcza	 się,	 że	 przyczyną	 złej	 prognozy	 u	 pacjentek	











ką	 prezentującą	 antygen	APC	 (Antigen Presenting Cells),	 np.	
makrofagiem	 lub	 komórką	 dendrytyczną,	 wykazującym	 bądź	
wykazującą	ekspresję	cząsteczek	MHC	związanych	ze	specyficz-
nym	antygenem	bakteryjnym	lub	nowotworowym	[4].	Podczas	
trwania	 takiej	 synapsy	 immunologicznej	 do	wnętrza	 limfocyta	




antygen	 cząsteczek	 kostymulujących,	m.in.	 CD28:CD80/CD86	
[4,	5].	W	przypadku	otrzymania	jedynie	sygnału	z	receptora	TCR	
dziewiczy	limfocyt	T	wchodzi	w	stan	anergii,	tzn.	nie	ulega	ak-
 Abstract  
Introduction: The process of T cells activation is necessary for the performance of the defense functions. Suc-
cessful activation depends on direct lymphocyte - antigen-presenting cell contact and signal transmission to the 
lymphocyte. Activated T cells exhibit surface expression of molecules such as CD69, CD25 and HLA-DR. The 
effect of cell activation is a cascade of molecular events leading to proliferation and clonal expansion of antigen-
specific T cells.
Objectives: The aim of this study was to evaluate the phenotype and T cell activation markers: CD69, CD25 and 
HLA - DR in the peripheral blood and tumor tissue of ovarian cancer patients.
Material and methods: The study group consisted of 26 patients operated due to ovarian cancer (FIGO IIb - IV). 
Mononuclear immune cells were isolated from peripheral blood and ovarian cancer tissue. To obtain peripheral 
blood lymphocytes, blood was collected into heparinized tubes and diluted 1:1 with PBS, then layered on Gradisol 
L and centrifuged 20 minutes at 2800 rpm. Mononuclear cells were washed twice with PBS and labeled with 
monoclonal antibodies.
A small piece of tumor tissue (about 1cm3) was fragmented with a surgical blade. Minced tissue was suspended 
in PBS and layered on Gradisol L for mononuclear cells isolation.
To assess the phenotype and activation status of peripheral blood and tumor infiltrating lymphocytes, we used 
FACS Canto cytometer and monoclonal antibodies conjugated with fluorochromes: anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE-
Cy5, anti-CD8-APC, anti-CD25-PE, anti-CD69-PE-Cy7, anti-HLA-DR-PE-Cy7. Statistical analysis was performed 
using the Statistica 5.0 and Wilcoxon test. 
Results: In all cases we detected T helper CD3+CD4+ and cytotoxic CD3+CD8+ T lymphocytes in both blood 
samples and tumor tissues. We observed no statistically significant difference in the percentage of CD3+ CD4+ 
cells among the mononuclear cells present in peripheral blood and tumor tissue. The percentage of CD3+CD8+ 
cytotoxic T lymphocytes was higher among mononuclear cells isolated from the tumor tissue. 
The percentage of CD3+ lymphocytes expressing the very early activation marker CD69 was significantly higher 
among tumor infiltrating lymphocytes compared with peripheral blood lymphocytes. Similarly, the percentages of 
CD3+CD4+CD69+ T helper lymphocytes and CD3+CD8+CD69+ cytotoxic T lymphocytes were significantly higher 
on lymphocytes isolated from tumor tissue when compared to blood.
The expression of an early activation marker – CD25 was significantly higher on the CD3+ and CD3+CD8+ 
peripheral blood lymphocytes compared to CD3+ and CD3+CD8+ tumor infiltrating lymphocytes. There were no 
statistically important differences between the percentages of, isolated from blood and tissue, CD3+CD4+ T helper 
lymphocytes.
The expression of the late activation marker - HLA-DR was significantly higher on CD3+ lymphocytes isolated 
from tumor tissue compared with peripheral blood. Similarly, the percentages of CD3+CD4+ lymphocytes and 
CD3+CD8+ cytotoxic T cells expressing HLA-DR were significantly higher among tumor infiltrating lymphocytes 
when compared to peripheral blood ones.
Conclusions: T cells obtained from ovarian cancer tissues are activated cells. The state of T cell activation may be 
the result of direct contact of these cells with tumor antigens. The low expression of CD25 may suggest abnormal 
clonal expansion of antigen-specific lymphocytes.
 Key words: ovarian cancer / T cells / activation markers / CD25 / CD69 / HLA-DR / 
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tywacji,	pozostając	jednocześnie	niewrażliwym	na	sygnały	akty-
wacyjne	w	przyszłości.	Wystąpienie	 zjawiska	 kostymulacji	 nie	
jest	 konieczne	 w	 przypadku	 aktywacji	 limfocytów	 T	 pamięci,	
które	proliferują	już	po	otrzymaniu	pierwszego	sygnału	[4].	
Prawidłowa	 odpowiedź	 immunologiczna	 na	 antygeny	 no-
wotworowe	zależy	m.in.	od	aktywacji	i	proliferacji	antygenowo	
specyficznych	limfocytów	T.	Sygnałem	do	aktywacji	jest	zwią-
zanie	 receptora	 TCR	 limfocytów	 z	 odpowiednim	 antygenem	 
nowotworowym	[6].	W	przeciwieństwie	do	limfocytów	pozosta-
jących	w	spoczynku,	aktywowane	limfocyty	T	wykazują	wysoką	







wego	mRNA	ani	 białka	 [8].	Badania	Marzio	 i	wsp.	wykazały,	
że	zewnątrzkomórkowa	domena	CD69	pełni	istotną	rolę	w	prze-
kazywaniu	sygnału	aktywacji	do	wnętrza	limfocytów	[9].	CD69	
indukuje	 w	 limfocytach	 syntezę	 cytokin	 (m.in.	 IL-2,	 INF-	 γ)	
i	proliferację.
W	warunkach	prawidłowej	aktywacji,	2	godziny	od	zadzia-
łania	 bodźca	 (związanie	 antygenu)	 na	 powierzchni	 limfocytów	
T	 ekspresji	 ulega	 cząsteczka	 CD25	 (IL-2Rα)	 pełniąca	 funkcję	
receptora	dla	interleukiny	2	[10].	Ze	względu	na	to,	że	ekspresja	
CD25	 na	 limfocytach	 wymaga	 transkrypcji	 odpowiednich	 ge-
nów,	 jej	pojawienie	się	 jest	opóźnione	w	czasie	w	stosunku	do	
ekspresji	cząsteczki	CD69.	Interakcja	obecnej	w	mikrośrodowi-
sku	 guza	 IL-2	 z	 indukowanym	 na	 powierzchni	 komórek	T	 re-
ceptorem	IL-2Rα	wyzwala	aktywację	i	proliferację	antygenowo	
specyficznych	limfocytów	T	[11,	12].


















Materiał i metody 
Badaniami	objęto	grupę	26	pacjentek,	operowanych	w	latach	



















noklonalnymi	 skierowanymi	 przeciw	 określonym	 antygenom.	
W	przypadku	 tkanki	 nowotworowej,	 fragment	wielkości	 około	
1cm3,	bez	obszarów	martwiczych,	był	rozdrabniany	przy	pomo-
cy	 skalpela	 chirurgicznego.	 Rozdrobniona	 tkanka	 zawieszana	
była	w	PBS	bez	jonów	Ca2+ i Mg2+ i nawarstwiana na gradisol L 
w	celu	izolacji	komórek	jednojądrzastych.	
Do	oceny	fenotypu	i	stanu	aktywacji	limfocytów	krwi	obwo-










We	 wszystkich	 badanych	 przypadkach	 zarówno	 we	 krwi	
jak	 i	 tkance	 nowotworowej	 stwierdzono	 obecność	 limfocytów	
pomocniczych	 CD3+CD4+	 i	 cytotoksycznych	 CD3+CD8+.	
Nie	 wykazano	 statystycznie	 istotnej	 różnicy	 w	 odsetku	 limfo-




Rycina 1. Odsetek limfocytów pomocniczych CD3+CD4+ i cytotoksycznych 
CD3+CD8+ izolowanych z krwi obwodowej i tkanki nowotworowej  pacjentek z rakiem 
jajnika. 
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Odsetek	limfocytów	CD3+	wykazujących	ekspresję	bardzo	




CD3+CD8+	 były	 istotnie	 statystycznie	 wyższe	 w	 przypadku	
limfocytów	izolowanych	z	tkanki	nowotworowej,	w	porównaniu	
z	krwią.	(Ryciny	5a,	6a).	
Ekspresja	wczesnego	markera	 aktywacji	 –	 podjednostki	 α	
IL2R	była	natomiast	istotnie	statystycznie	wyższa	na	powierzch-
ni	 limfocytów	CD3+	oraz	CD3+CD8+	krwi	obwodowej	w	po-
równaniu	 z	 limfocytami	CD3+	oraz	CD3+CD8+	 infiltrującymi	
guz.	(Ryciny	4b,	6b)	Odsetek	limfocytów	T	pomocniczych	wy-
kazujących	ekspresję	markera	CD25	izolowanych	z	krwi	i	tkan-
ki	nowotworowej	nie	 różnił	 się	w	sposób	statystycznie	 istotny.	
(Rycina	5b).	
Rycina 2 (a, b, c). Cytometryczna ocena markerów aktywacji: CD69, CD25 i HLA-DR na limfocytach T pomocniczych CD3+CD4+ izolowanych z tkanki nowotworowej.
Rycina 3 (a, b, c). Cytometryczna ocena ekspresji markerów aktywacji: CD69,CD25 i HLA-DR na limfocytach T cytotoksycznych CD3+CD8+ izolowanych z tkanki 
nowotworowej.
Rycina 4 (a, b, c). Odsetek limfocytów T CD3+ wykazujących ekspresję markerów aktywacji: CD69, CD25, HLA-DR izolowanych z krwi i tkanki nowotworowej.
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i	 cytotoksycznych	 CD3+CD8+	 wykazujących	 ekspresję	 HLA-



























Pomimo	 obecności	 limfocytów	CD3+	w	 utkaniu	 raka	 jaj-
nika,	 kwestią	 sporną	 jest	 przeciwnowotworowe	 działanie	 tych	
komórek	 w	 mikrośrodowisku	 guza	 [17].	 Przypuszcza	 się,	 że	
wydzielane	przez	komórki	rosnących	nowotworów	cytokiny,	np.	
IL-10	 czy	TGF-β	mogą	modulować	 działanie	 komórek	 układu	












Rycina 5 (a, b, c). Odsetek limfocytów pomocniczych CD3+CD4+ wykazujących ekspresję markerów aktywacji: CD69, CD25, HLA-DR izolowanych z krwi i tkanki 
nowotworowej.
Rycina 6 (a, b, c). Odsetek limfocytów T cytotoksycznych CD3+CD8+ wykazujących ekspresję markerów aktywacji: CD69, CD25, HLA-DR izolowanych z guza i tkanki 
nowotworowej.
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rozpoznającymi	 antygeny	 nowotworowe	 czy	 też	 inne,	 obecne	
w	jelicie	antygeny.	Wysoką	ekspresję	późnego	markera	aktywacji	
HLA-DR	na	powierzchni	limfocytów	infiltrujących	raka	jajnika	





Największego	 problemu	 interpretacyjnego	 dostarcza	 ana-
liza	 ekspresji	 powierzchniowej	 cząsteczki	 CD25.	 Jako,	 że	 jest	
ona	 podjednostką	 β	 receptora	 dla	 interleukiny	 2	 (interleukiny	
odpowiedzialnej	 de facto	 za	 wzrost	 i	 proliferację	 limfocytów)	
obniżona	 jej	 ekspresja	 może	 skutkować	 zredukowaniem	 lub	
zahamowaniem	 proliferacji	 specyficznych	 antygenowo	 limfo-
cytów	T.	Cząsteczka	IL-2R	β	ulega	ekspresji	na	wyciszających	
odpowiedź	 immunologiczną,	 supresorowych	 limfocytach	 Treg	
CD4+CD25+.	Komórki	te	odpowiedzialne	są	za	regulację	aktyw-
ności	limfocytów	oraz	wygaszanie	reakcji	zapalnej	[25].	




tego	 markera	 na	 limfocytach	 krwi	 i	 limfocytach	 infiltrujących	
zmienioną	nowotworowo	tkankę.	Podobnie,	obniżoną	ekspresję	
markera	CD25	w	stosunku	do	CD69	i	HLA-DR	otrzymali	Co-




presji	 CD25,	 specyficzne	 antygenowo	 limfocyty	T	mogą	mieć	
upośledzony	mechanizm	proliferacji	a	co	za	tym	idzie,	ekspansji	
klonalnej.	




in vitro,	 polegające	na	ocenie	markerów	aktywacji	 limfocytów	
poddanych	działaniu	mitogenów,	sugerują,	że	obniżony	poziom	






chorych	na	 raka	 jajnika	 [27,	28].	Przypuszcza	się,	że	występu-
































Zaobserwowano	 statystycznie	 istotnie	wyższą	 ekspresję	2.	
bardzo	 wczesnego	 CD69	 i	 późnego	 HLA-DR	 markera	
aktywacji	 zarówno	 w	 przypadku	 limfocytów	 pomocni-
czych	jak	i	cytotoksycznych	izolowanych	z	tkanki	nowo-
tworowej	w	porównaniu	z	krwią.
Odnotowano	 statystycznie	 wyższą	 ekspresję	 receptora	3.	
IL-2Rα	 (CD25)	na	 limfocytach	krwi	obwodowej	w	po-
równaniu	z	limfocytami	izolowanymi	z	guza.
Przeprowadzone badania były finansowane z grantu: KBN NN407038537 oraz 
KBN NN407160940. Praca powstała z wykorzystaniem sprzętu zakupionego w ra-
mach Projektu: „Wyposażenie innowacyjnych laboratoriów prowadzących badania 
nad nowymi lekami stosowanymi w terapii chorób cywilizacyjnych i nowotworowych” 
w ramach Programu Operacyjnego Rozwój Polski Wschodniej 2007-2013, Osi priory-
tetowej I Nowoczesna Gospodarka, Działania I.3 Wspieranie Innowacji.
Zgoda Komisji Bioetycznej na projekt „Ocena fenotypu i stopnia aktywacji limfo-
cytów infiltrujących rak jajnika” – Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym 
w Lublinie, Al. Racławickie 1, nr zgody KE-0254 /129/2011
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Piątek
Sesja I – Sesja International Continence Society
 Nietrzymanie moczu – rodzaje i diagnostyka
 Jak zapobiegać uszkodzeniom dna miednicy w czasie porodu?
 Leczenie operacyjne wypadania narządów macicy – mesh or not to mesh?
 Otwarcie konferencji oraz wręczenie nagród laureatom programu edukacyjnego 
„Postępy w ginekologii i położnictwie”
 Wykład wprowadzający do warsztatów
Sesja II – Sesja interdyscyplinarna
 Padaczka u kobiet w wieku rozrodczym
 Nawracające zakażenia układu moczowego
 Czy postępy w mikrobiologii ułatwiają pracę ginekologa?
 Wybrane choroby zakaźne u ciężarnych
Sesja III – Ginekologia
 Badanie śródoperacyjne: oczekiwania klinicysty a możliwości patologa
 Zespół bólowy miednicy mniejszej
 Nowości w ginekologii dziecięcej
Sesja IV – Sesja etyczno-prawna
 Czy kompromis może być alternatywą dla sprzeciwu sumienia?
 Ochrona karna lekarza
 Znaczenie właściwego informowania pacjentów – opisy przypadków
Sobota
Sesja V – Położnictwo
 Nowotwory u kobiet w ciąży
 Szew ratunkowy
 Postępowanie podczas ciąży i porodu w przypadku mięśniaków macicy
 Przebieg ciąż po leczeniu niepłodności
Sesja VI – Wewnątrzmaciczna terapia płodu
 Postępowanie w razie wykrycia zaburzeń serca płodu
 Diagnostyka wad i zaburzeń u płodu, które można leczyć wewnątrzmacicznie
 Terapia wewnątrzłonowa
Sesja VII – Sesja diagnostyczno-endokrynologiczna
 Ograniczenia i pułapki metod oznaczania hormonów i markerów nowotworowych
 Najnowsze metody biochemiczne i ultrasonograﬁczne w ocenie ryzyka raka jajnika 
i raka endometrium
 Wytyczne North American Menopause Society dotyczące terapii hormonalnej 
z 2012 roku
 Dysmenorrhoea – banalny problem i niebanalne trudności diagnostyczno -terapeutyczne
Sesja VIII – „Jak to robię?”
 Wysiłkowe nietrzymanie moczu – jak prawidłowo zakładać sling podcewkowy?
 Nawrotowe nietrzymanie moczu – substancje wypełniające
 Zabiegi oszczędzające w przypadku raka sromu – „za i przeciw”
 Histeroskopia w leczeniu niepłodności
Program konferencji może ulec zmianie. W czasie konferencji równolegle z wykładami będą się 
odbywać warsztaty.
Zgłoszenia
 telefonicznie: 12 293 40 04
 pocztą elektroniczną: gip2012@mp.pl
 na stronie internetowej: mp.pl/gip2012
